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维甲酸对人成骨肉瘤 MG-63 细胞增殖和相关基因表达的影响 *
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摘要 目的：研究维甲酸对人成骨肉瘤 MG-63 细胞增殖和相关基因表达的影响，以探索其对成骨肉瘤细胞的生物学效应。方法：以
1μmol/L 维甲酸处理人成骨肉瘤 MG-63 细胞，生长曲线测定，流式细胞仪分析、光镜观察和免疫细胞化学检测等研究维甲酸对
MG-63 细胞的生长曲线、细胞周期和相关癌基因、抑癌基因表达的影响，并对其作用机理进行初步分析。结果：维甲酸处理 7 天
后，MG-63 细胞生长抑制率达到 42.2 %，G0/G1 期比例达到 61.8 %，细胞形态铺展，排列趋于规则，癌基因 c-myc、c-fos 的表达降
低，而抑癌基因 Rb、p27 表达上调。结论：1μmol/L 维甲酸可以有效抑制细胞的增殖活动，改变细胞恶性形态特征，下调癌基因
c-myc、c-fos 和上调抑癌基因 Rb、p27 的表达，从而对人成骨肉瘤细胞分化具有诱导作用。
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ABSTRACT Objective: To explore effect of Retinoic Acid (RA) on proliferation of human osteosarcoma MG-63 cells and its mech-
anism of antitumor. Methods: The MG-63 cells treated by 1μmol/L RA were subjected to growth curve counts, flow sytometry, im-
muncocytochemical assay and light microscopy. We investigated the influence of RA on proliferation, cell cycle, expression of associated
oncogene and tumor suppressor gene of MG-63 cells. Then we analyzed the mechanism of RA in inducing differentiation primarily. Re-
sults: Seven days after treated by 1 μmol/L RA, the inhibition rate of proliferation of MG-63 cells amounted to 42.2 % and RA reduced
the rate of progression from G1 to S phase. The cells tend to be flat and spread. Meanwhile, the expression level of oncogene was down-
regulated and the expression level of tumor suppressor gene was upregulated. Conclusions: 1μmol/L RA could inhibit proliferation of
MG-63 cells, reverse the malignant phenotype characters, downregulate expression of Oncogene c-Myc, c-fos and upregulate expression
of Tumor Suppressor Gene Rb, p27, as a result, induce MG-63 cells into differentiation effectively.
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1.1.1 细胞培养 人成骨肉瘤 MG-63 细胞 （购于武汉大学生命
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科学学院动物资源保藏中心） 培养于 RPMI1640 培养液中，内
含 15 %热灭活小牛血清、100 U/ml 青霉素、100 ug/ml 链霉素、
50 ug/ml 卡那霉素，PH7.2，于 37℃培养。取对数生长期细胞进
行消化传代，连续培养备用。
1.1.2 诱导分化剂与诱导分化处理 维甲酸 （retinoic acid，RA）








瓶 2 ml 的接种量接种于 25 ml 培养瓶中，每组 24 瓶。接种 24 h
后进行加药诱导处理，隔日换上新鲜培养液，其中对照组细胞
换上新鲜培养液，处理组细胞换上 1μmol/L 的 RA 作用液。






培养瓶中，接种 24 h 后加 1μmol/L RA 处理。培养 7 d 后，平衡
缓冲液清洗、消化收集细胞，PBS 液离心洗涤 3 次；细胞沉淀重
悬于 0.5 ml PBS 液中并充分打散，迅速注入 5 ml 冰预冷的 70
%乙醇固定，周期检测时离心去乙醇，0.1M PBS 洗涤 3 次，加
入不含 DNase 的 100 μg/ml RNaseA（PBS 配制）0.5 ml 重悬细
胞，37℃恒温孵育 30 min 以消化 RNA，离心后加入 50 ug/ml
的碘化丙啶(PI) 4℃染色 30 min。用流式细胞仪进行细胞周期
时相动力学检测。
1.4 光学显微镜样品制备与观察
将对照组细胞和经 1μmol/L RA 处理 5 d 的处理组细胞分
别以 5×104 /ml 的细胞浓度接种于放有盖玻片条的培养瓶中，
培养 48 h 后取出长有细胞的盖玻片条，温 PBS 洗涤 2-3 次，
Bouin-Hollande 液固定过夜，70 %乙醇洗涤，常规 HE 染色，
Olympus BH-2 型光学显微镜下观察拍照。
1.5 癌基因 c-myc、c-fos 和 抑癌基因 Rb、p27 蛋白的免疫细胞
化学观察
取分别长有对照组和 RA 处理组细胞的盖玻片，37℃的
PBS 中漂洗，冷丙酮 4℃固定 20 min，PBS 洗，3 % H2O2 孵育
10 min，蒸馏水洗，滴加适量的 2 %BSA 室温孵育 25 min，甩去
多余液体不洗，分别滴加 c-Myc、c-Fos、Rb、P27 一抗（c-Myc 抗








2.1 RA 对人成骨肉瘤 MG-63 细胞增殖的抑制作用
2.1.1 RA 对 MG-63 细胞生长的影响 细胞生长曲线测定结果
显示，对照组的 MG-63 细胞生长增殖速度较快，而经过维甲酸
处理的细胞生长速度明显减缓。当接种数为 5×104/ml 时，第一
天到第三天对照组 MG-63 细胞和 RA 处理组细胞浓度基本一
致，第三天之后，处理组的浓度较对照组有所下降，处理七天
后，对照组细胞的细胞浓度为 77.89×104/ml，是原来的 15.6
倍，RA 处理组的细胞计数为 45.00×104/ml，是原来的 9 倍，抑
制率达 42.2 %，生长速度明显比对照组减缓。
2.1.2 RA 对 MG-63 细胞周期的影响 细胞周期测定结果显示，
对照组 MG-63 细胞的 G0/G1 期占整个细胞周期的 46.3 %，经
过 RA 处理后，细胞周期中 G0/G1 占整个细胞周期的 61.8 %，而
与细胞生长分裂关系较密切的 S、G2/M 期所占细胞周期比例
则有明显的降低。
2.2 RA 对 MG-63 细胞形态的影响





表 1 维甲酸对 MG-63 细胞生长的抑制作用
Table 1 The effect of RA on inhibition of the proliferation of MG-63 cells
（×104/ml）
group/date 1 3 5 7 Inhibition rate
C 6.98 19.08 57.50 77.89 /
RA 6.83 16.39 28.61 45.00 42.2 %
图 1 维甲酸对人成骨肉瘤 MG-63 细胞生长的影响
Fig. 1 The effect of RA on the proliferation of human osteosarcoma
MG-63 cells
Group G0/G1(%) S(%) G2/M(%)
Control 46.3 21.1 32.6
RA 61.8 14.4 23.8
表 2 维甲酸对人成骨肉瘤 MG-63 细胞周期的影响
Table 2 The influence of RA on the cell cycle of MG-63
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图 2 维甲酸对人成骨肉瘤 MG-63 细胞周期的影响









2.3 RA 对人成骨肉瘤 MG-63 细胞癌基因 c-myc、c-fos 的影响
应用免疫细胞化学方法检测 RA 处理前后，MG-63 细胞
c-fos 和 c-myc 基因表达产物的变化，结果显示，对照组细胞
c-myc 基因表达免疫细胞化学反应呈强阳性，反应产物为深棕
色颗粒，主要位于细胞核内及细胞核周边的细胞质区域，颗粒





胞质区域分布较多，圆形细胞染色较深 （图 7），RA 处理组的
c-fos 免疫细胞化学反应明显减弱，主要呈浅棕色细胞颗粒，核
周围的细胞质区域分布较多，核内也有少量分布（图 8）。
2.4 RA 对人成骨肉瘤 MG-63 细胞抑癌基因 Rb、p27 的影响
应用免疫细胞化学方法检测 RA 处理前后，MG-63 细胞





















胞增殖较快，而经 1 μmol/L RA 处理七天后，抑制率达到 42.2
%，抑制效果显著。细胞周期测定结果显示，对照组 MG-63
G0/G1 占比例 46.3 %，而 DNA 合成活跃的 S 期及 G2/M 期占
21.1 %。经 RA 处理后，MG-63 细胞 G0/G1 期比例明显提高，达
到 61.8 %，而 S 期及 G2/M 期比例则减少，S 期下降到 14.4 %，
G2/M 期则下降 23.8 %。此结果与本实验室先前采用不同的诱
导物，如 HMBA [2]对 MG-63 细胞增殖抑制作用的结果一致，且
与前人采用糖皮质激素、地塞米松、维甲酸、前列腺素 A 的衍
生物 TEI-6363、t, t 共轭亚油酸异构体对不同成骨肉瘤细胞的
作用也一致[6-9]。另外，前人采用 RA 处理甲状腺癌 FTC-133、淋
巴瘤 SACⅡB2、人食管癌 Eca109、人单核 U-937 细胞后也出现
细胞生长减缓、细胞周期 G0/G1 期阻滞的结果 [10-11]。本文研究






MG-63 细胞中癌基因 c-myc、c-fos 表达活性异常增高，而抑癌
基因 Rb、p27 表达活性低。而经 RA 处理后，MG-63 细胞癌基
因 c-myc、c-fos 表达明显下降，而抑癌基因 Rb 和 p27 的表达活
性增强。此结果与本实验室先前采用 HMBA 诱导 MG-63 细
胞，相关癌基因，抑癌基因表达变化的结果一致[2]。前人研究也
显示，白藜芦醇可使 MG-63 细胞的 p21cip1/WAF1 基因表达上
调 [12]，α-synuclein 基因的过量表达诱导 MG-63 细胞分化的过
程中，同时伴随着 p21 基因表达上调和磷酸化 Rb 蛋白含量的
降低[13]。另有研究显示，RA 可导致人单核 U-937 细胞中 c-Myc
和 cyclin E 表达水平降低和 p21WAF1/CIP1、p27Kip1 表达升
高[11]。RA 处理恶性畸胎瘤细胞，发现其分化的同时 c-myc、c-fos
等癌基因转录的 mRNA 明显减少 [14]。RA 缺乏与内皮细胞的
p21 和 p27 基因表达降低有关 [15]。本文结果表明，1μmol/LRA
诱导人成骨肉瘤细胞 MG-63 细胞分化过程中，能够下调
MG-63 细胞癌基因 c-myc、c-fos 的表达，并促进抑癌基因 Rb、
p27 的表达，基因表达异常得以逆转。
图 3、4 MG-63 细胞示 RA 处理前后 MG-63 细胞(HEⅹ400)
Fig. 3, 4 MG-63 cells before and after RA treatment (HEⅹ400)
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前人研究表明，维甲酸类药物处理肿瘤细胞后的早期反应，是
细胞周期停滞，细胞周期停滞于 G1 期或 S 期[16]，同时研究认
为，维甲酸诱导细胞分化凋亡的机制与细胞内重要的癌基因、





骨细胞的分化密切相关。p27 是近来新发现的 G1 期检控点相
关基因，负性调节细胞增殖[19]，细胞分化程度越低，P27 表达也
越低。Zhang 等[20]研究发现间隙连接蛋白 Cx43 的过量表达可
增加 p27 的表达量，使人成骨肉瘤 U2OS 细胞增殖抑制在
G0/G1 期。Rb 可与成骨细胞特异启动子结合，调节骨特异基因
的表达。成骨肉瘤细胞中 G1/S 期检控点发生异常时，Rb 的表
达相对较低或者不表达[21]，Rb 缺失的晚期成骨细胞分化受阻，
丧失正常的成骨能力。Rb 和 p53 基因的突变是成骨肉瘤中最
常见的基因突变类型，Rb 基因的突变使成骨肉瘤发生的几率
显著增加 [22,23]。成骨肉瘤细胞中增殖分化基因表达丧失时序
性，以及成骨功能的异常与 Rb 和 p53 等抑癌基因的突变密切
相关，研究表明 Rb、p53 基因的表达和 c-myc 基因的失活可诱
导成骨肉瘤细胞衰老[24]。本文研究结果显示，RA 有效地抑制了
成骨肉瘤细胞 MG-63 细胞增殖，阻滞细胞周期，并下调癌基因
c-myc、c-fos 的表达，促进抑癌基因 Rb、p27 的表达。综上所述，
我们认为 RA 通过降低 c-myc、c-fos 基因的表达，减弱 c-Myc
蛋白对细胞分化的抑制作用，同时刺激 Rb、p27 基因表达上调，
恢复 P27、Rb 蛋白 G0/G1 期和 G1/S 期检控点的作用，将细胞周
期阻滞在 G0/G1 期和 S 期，从而抑制肿瘤细胞的恶性增殖，并
向正常细胞表型分化。
本文研究结果初步表明，RA 可以通过下调癌基因 c-myc、
c-fos 的表达水平，同时上调抑癌基因 Rb、p27 的表达，使
MG-63 细胞的生长增殖阻滞于 G0/G1 期和 S 期，有效地抑制
了 MG-63 细胞的恶性增殖。从而为研究 RA 对人成骨肉瘤
MG-63 细胞的诱导分化作用提供了相关的实验依据，并为进一
步深入探索 RA 诱导 MG-63 细胞分化的机制提供了分析研究
的方向。
参 考 文 献（References）
[1] Bachle M, Kohal RJ. A systematic review of the influence of different
titanium surfaces on proliferation, differentiation and protein synthe-
sis of osteoblast-like MG63 cells[J]. Clin Oral Implants Res, 2004,15
(6):683-692
[2] Ma Zong-yuan, Li Qi-fu, Tang Jian. The Effects of HMBA on Prolifer-
ation and Associated Genes Expression of Human Osteosarcoma
MG-63 Cells [J]. Journal of Xiamen University (Natural Science),
2007,46(5):702-706
[3] Zheng Yan-bin, Wang Guo-hong, Wang Chen, et al. Inhibitory Effects
of TanshinoneⅡA on Human Osteosarcoma MG-63 Cell Prolifera-
tion[J]. Journal of Xiamen University (Natural Science), 2006, 45(S):
1-5
[4] Friedberg EC. Reversible Monoubiquitination of PCNA:A Novel Slant
on Regulating Translesion DNA Synthesis [J]. Molecular Cell,
2006,22(2):150-152
[5] Dávid Szüts, Christo Christov, Lisa Kitching, et al. Distinct popula-
tions of human PCNA are required for initiation of chromosomal
DNA replication and concurrent DNA repair [J]. Experimental Cell
Research, 2005, 311(2):240-250
[6] Kim HJ, Zhao H, Kitaura H, et al. Glucocorticoids suppress bone for-
mation via the osteoclast[J]. J Clin Invest, 2006,116(8):2152-2160
[7] Kudawara I, Ueda T, Yoshikawa H,et al. In vivo inhibition of tumour
growth by dexamethasone in murine osteosarcomas [J]. Eur J Cancer,
2001,37(13):1703-1708
[8] Miura D, Uno H, Azuma Y, et al. Effect of the novel prostaglandin A
(1) derivative TEI-6363 on ROS17/2.8 cell differentiation in vitro[J].
Jpn J Phamacol, 2000, 83 (3): 246-252
[9] Kim YS, Cerbo RM, Hah CK, et al. Growth inhibition of osteosarcoma
cell MG-63 by a mixture of trans,trans conjugated linoleic acid iso-
mers: possible mechanistic actions[J]. J Food Sci, 2008, 73(1):T7-15
[10] Jin Ge, Zhao Ji-min, Yang Hong-yan, et al. All-trans retinoic acid and
dimethyl sulfoxide induced expression of wtp53 gene in human
esophageal cancer cells[J]. Tumor, 2006,26 (1):14-16
[11] Dimberg A, Bahram F, Karlberg I, et al. Retinoic acid-induced cell
cycle arrest of human myeloid cell lines is associated with sequential
down-regulation of c-Myc and cyclin E and posttranscriptional
up-regulation of p27Kip1[J]. Blood, 2002, 99(6):2199-2206
[12] XIE Yuxin, LIU Yan, ZHANG Jin-gui, et al. Apoptosis induced by
resveratrol in human osteosarcoma MG63 cells [J].Hebei Medical
Journail, 2007, 29(4):293-296
[13] Fujita M, Sugama S, Nakai M,et al. alpha-Synuclein stimulates dif-
ferentiation of osteosarcoma cells: relevance to down-regulation of
proteasome activity[J]. J Biol Chem, 2007, 282(8):5736-5748
[14] Bringold F, Serrano M. Tumor suppressors and oncogenes in cellular
senescence[J]. Exp Gerontol, 2000, 35(3):317-329
[15] Lai L, Bohnsack BL, Niederreither K, et al. Retinoic acid regulates
endothelial cell proliferation during vasculogenesis[J]. Development,
2003, 130(26):6465-6474
[16] Zhang Zi-zheng, Liu Han-yun, Liang Jin-song. The research of inhi-
bition of proliferation and induction of apoptosis of AHPN in human
non-small cell lung carcinoma cell line H460 in vitro [J]. Journal of
Basic Clinical Oncology, 2007, 20(6):484-486
[17] Liu Jing-yang, Li Kang-hua, Li Yue-nan. Significance of c-myc pro-
tein expression in osteosarcoma [J]. China Journal of Modern
Medicine, 2004, 14(23):66-67
[18] Sunters A, McCluskey J, Grigoriadis AE. Control of cell cycle gene
expression in bone development and during c-Fos-induced osteosar-
coma formation[J]. Dev Genet, 1998, 22(4):386-397
[19] Zhang Jing-song, Yang Shu-hua, Chen Shu-wei, et al. Expression of
Skp2 and p27 in Osteosarcoma and Their Clinical Significance [J].
Cancer Research on Prevention and Treatment, 2007, 34 (3):189-191,
232
[20] Zhang YW, Morita I, Ikeda M, et al. Connexin43 suppresses prolifer-
ation of osteosarcoma U2OS cells through post-transcriptional regula-
tion of p27[J]. Oncogene,2001, 20(31):4138-4149
[21] Maitra A, Roberts H, Weinberg AG, et al. Loss of p16 (INK4a) expres-
sion correlateswith decreased survival in pediatric osteosarcomas[J].
Int J Cancer, 2001, 95(1):34-38
[22] Thomas DM, Carty SA, Piscopo DM, Lee JS, et al. The retinoblas-
toma protein acts as a transcriptional coactivator required for os-
teogenic differentiation[J]. Mol Cell, 2001, 8(2):303-316
[23] Ookawa K, Tsuchida S, Adachi J, et al. Differentiation induced by Rb
expression and apoptosis induced by p53 expression in an osteosarco-
ma cell line[J]. Oncogene, 1997, 14(12):1389-139
[24] Wu CH, van Riggelen J, Yetil A, et al. Cellular senescence is an im-
portant mechanismof tumor regression upon c-Myc inactivation [J].
Proc Natl Acad Sci, 2007, 104(32):13028-13033（图 5-图 12 见封 2）
8· ·

